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レラ 和央 型 別 用 ファ ー ジ の 基礎 的 研究 
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(長崎 大 学 熱帯 医学 研究 所 病原 細菌 学部 門 ) 


Fundamental Studies on the Bacteriophages for Typing of Vibrio cholerae 
Hideaki SuiGENo (Department of Bacteriology, Institute for Tropical Medicine, Nagasaki 
University) 


Abstract: In the recent year, a controversy about the biotype of Vibrio cholerae is coming 
up. Majority of El Tor vibrio have lost the hemolytic activity which was the most 
important biological behaviour to identify the biotype of Vibrio cholerae. Although the 
sensitivities against polymixin B and cholera phage group |V are the most reliable test at 
present to identify the biotype, the strains of Vibrio cholerae which are resistant to phage 
N and susceptible to polymixin B or vice versa have recently been reported. The ap- 
pearance of these atypical biotype is bringing about a confusion in the viewpoint of 
biotype decision and an epidemiological survey. This paper describes about the appear- 
ance of atypical biotype of Vibrio cholerae in relation to the modified phage receptors 
seen in the mutant strains and the biological behaviours of them. In order to obtain the 
mutant strains resistant to a certain phage, mixed culture of phage and Vibrio cholerae 
in the thin layered soft agar was carried out. In this method, four groups of cholera 
phage CI, I, H, IV) with Asiatic vibrio (Vibrio cholerae biovar cholerae) strains C154 
and H218, and five kinds of El Tor phage (1, 2, 3, 4, 5,) with El Tor vibrio (Vibrio 
cholerae biovar eltor) strain 757 were used. In the soft agar culture with complete 
bacteriolysis, a few colonies were found as the resistant mutant at times. They were 
identified as Vibrio cholerae and confirmed that they were not lysogenized. After this 
confirmation, the sensitivity of the mutant strains to the other phages was examined. In 
conclusion, all the receptors of Asiatic vibrio were markedly in common. On he con- 
trary, each receptors of El Tor vibrio were relatively independent. But the receptor 1 
(R1) and the receptor 5 (R5) could be so similar in behaviour. The location of the 
receptors were suspected to be in order from outside R1 and R5 to the inside R2, and 
R3 forms a branch from an axis of R2 as well as R4. When Asiatic vibrio strain H218 
got resistant to a certain phage, it became resistant to all the other phage including 
phage WV. Besides, the strain became resistant to polymixin B, ard positive in VP reac- 
tion. These phenomena suggest that El Tor vibrio is a mutant strain of Asiatic vibiro. 
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1920 年 d,Herelle に よっ て ュ レラ 菌 フ ァ ー ジ が 
報告 され て 以来 の 。 ファ ー ジ 分 離 報告 また は その 応 
用 に 関し て は 武 谷 (1973) お よび Mukerjee and 
Takeya (1974) の 総説 に 詳 記 され て いる . ファ ー 
ジ 型 別に 関し て は Mukerjee と その 共同 研究 者 が 精 
力 的 に 研究 し , クラ シッ ク ュ レラ 菌 型 列 用 ファ ー ジ 
と し て 1 一 WV の 4 種 の ファ ー ジ を 選択 ,。 これ ら に 対 
する 被験 株 の 感受 作 に よる 5 ファージ 型 を 提唱 する 
に 至っ た (Mukerjee、 1963; Mukerjee et al., 196 
3).1961 年 エル トー ル ュ レラ 菌 の 大 流行 が 東南 アジ 
ア 地 域 に 発生 し , その 後 ア ジア , ヨー ロッ パ 。 アフ 
リカ へ も る 侵入 し 現在 に 人 至っ て いる . これ に 伴 な っ て 
1964 年 Mukeriee は エル トー ル ュ レラ 菌 の ファ ー ジ 
型 別 を 発表 し た が , 翌年 9605 これ を す て て 5 種 
の ファ ー ジ を 用 いた 9 型 へ の 型 別 を 提唱 , その 後 第 
5 の ファ ー ジ を 変更 し て 6 型 に 分 類する 方 法 を 用 い 
る に 至っ た (Basu and Mukerjee, 1968 ). 

1981 年 当 部 門 の 内 藤 が カ ルカ ッ タ を 訪れ た 際 . 
National Institute of Cholera and Enteric Dis- 
eases に お ちい て 上 記 ク ラシック コレ ラ 菌 型 別 用 ファ 
ー ジ 4 株 と ェ ル トー ルコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 5 株 
お よび 各 フ ァ ー ジ セッ ト の 増殖 用 菌株 2 株 の 分 与 を 
受け た . その 後 要 に 臨ん で の 型 別 に 対応 で きる よう 
増殖 ・ 保 存 を 行っ て いる が , 著者 は 型 別 用 ファ ー ジ 
自体 の 基礎 的 検討 の 一 端 と し て 増殖 菌株 由来 ファ ー 
ジ 抵 抗 性 変異 株 を 分 離し , それ ら 変 異 株 の 型 別 用 フ 
ァ ー ジ に 対す る 感受 性 を 検討 し た . 


材料 と 方 法 

菌株 と ファ ー ジ 

本 研究 に 使用 し た 菌株 と ファー ジ は , 1981 年 カル 
カッ タ の National Institute of Cholera and En- 
teric Diseases より 分 与 を 受け た も の で , エル トー 
ルコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 5 種 (1 一 5) と その 増 
殖 用 菌株 7 5 7 (小川 型 ) お よび クラ シッ クコ レラ 
菌 型 別 用 ファ ー ジ 4 種 CI —NO. と その 増殖 用 菌株 
154( 小 川 型 ) で ある . クラ シッ クコ レラ 菌 型 別 用 フ 
ァ ー ジ に つい て は , わが 国 に お いて 従来 その ファ ー 
ジ IV の 増殖 用 に 用 いら れ て 教室 に も 保存 され て いた 
クラ シッ クコ レラ 菌 H218 株 (稲葉 型 ) も 使用 し 
Je: 


使用 培地 と 緩 衛 食塩 水 

緑 膜 病 フ ァ ー ジ に 関し て ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 
分 離 を 行い 。 それ ぞ れ の 型 別 用 ファー ジ に 対す る 感 
受 性 を 試験 し た 当 教 室 林 (1981) と 同一 の も の を 使 
用 した. 

ポリ ペ プ ト ン (大 五 栄養 ) , 酵母 エキ ス (大 五 栄 
養 ) , 塩化 ナトリウム を それ ぞ れ 1 , 0.3, 0.270 
割 に 精製 水 に 溶解 , pH7.2 と し た も の を 基礎 培地 
(ブイ ョ ン ) と し た . 固 型 塔 地 お よび 重層 用 軟 寒 天 
は これ に 寒天 末 (和光 ) を それ ぞ 1.526, 0.8% 
加え た も の を 用 いた . 

ファ ー ジ 原液 の 調製 また は 希釈 に 用 いた 緩衝 食塩 
水 は , Yamamoto and Naito (1965) と [B じ く , 
1/15M リン 本 緩衝 液 に 衣 化 ナトリウム を 0.1M, 硫 
酸 マ グ ネ シウム を 1mM の 割 で 添加 し た も の で あ 
5. 

ファ ー ジ の 増 欧 また は プラ ッ ク 算 定 

増殖 用 菌株 の プイ ョ ン 372C 1 夜 培養 を 小 試験 管 
に 0.1ml 宛 分 注 。 これ に ファ ー ジ 原液 より の 10 進 
希釈 液 列 の 0.25ml ずつ を 加え , 37?C の 温浴 中 に 
5 一 10 分 問 置き , つい で 各 試 験 管 に 3 ml DREK 
を 加え て 混和 , 寒天 平板 上 に 重層 し た . 377C 14€ 
培養 後 沙 菌 状況 を 観察 し , semiconfluent lysis を 
認め た 平板 の 軟 寒天 層 を コン ラー ジ 棒 で 遠心 管 へ か 
き と り , PERK 3.5m1 を 加え て 室温 約 1 時 間 
置き , その 3000rpm, 20 分 遠心 上 清 を 0.45g の ミリ 
ポア フィ ルター で 渡 過 し た . これ ら の ファ ー ジ 原液 
は 4”C に 保存 し た . 

上 記 深 菌 状況 の 観察 に 際 し て , 適当 数 の プラ ッ ク 
を 認め た 平板 に つい て は プラ ッ ク 数 を 数 え , 保存 フ 
テー ジ 液 の 力 価 を 知っ た . また 新た に 得 た ファ ー ジ 
原液 に つい て も 上 記 に 準じ し て プラ ッ ク 数 算定 を 行っ 
Je 

ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 分 離 

ファ ー ジ 原液 お よび その 10 進 希釈 液 列 の 0.25ml 
を 増殖 用 菌株 の ブイ ョ ン 1 夜 培養 の 0.1m! と 混 じ , 
37°C 5 一 10 分 後 軟 寒天 3ml と と も に 寒天 平板 に 
重層 , 37?C に 培養 した. 1 夜 後 完全 沙 菌 を 示 し, し 
か も その 中 に 集落 形成 を 認め た 寒天 平板 を 選び , 個 
ぇ の 集落 を それ ぞ れ トリ プ ト ッ イ 寒 天平 板 に 分 見 培 
ELE. 翌日 分 離 塗 抹 の 先端 に 近く 孤立 し た 1 集落 
を 選び , 寒天 平板 の 4 PEAR, 37?C4 一 6 時 
間 培 養 後 そ の 上 に 親株 の 1 夜 ブ イ ョ ン 培 養 0.1ml 


を 軟 寒 天 2.5ml で 重層 し た . 37?C 1 夜 培養 後 , Tp 
刺 部 に 発育 し た 菌 苔 に 一 致し て の 沙苗 また は ブラ ッ 
クタ 形成 を 認め た も の は 深 原 化 株 と し て これ を 除外 。, 
無 変化 で あっ た も の に 該当 する トリ プ ト ソ イ 平 板 上 
の 残存 集落 を 保存 に 移 し た . また , それ より の ブイ 
ョ ン 培 養 0.1ml AREK CEE L 平板 に 該当 フ 
ァ ー ジ 原液 の 10 進 希釈 液 列 (10~ 一 10- り を 滴下 し 
て 抵抗 性 獲得 の 確認 も 行っ た . 

以上 に よっ て 分 離 不能 の 場合 , 武部 (1972) の 記 
RISE BUNUNBHOR I00mcg/ml ENー メ テ 
ルーN "一 ニトロ ーN 一 ニトロ ソ グ アニ ジン (NT 
G) を 含有 する 0.1M ク エン 酸 ソ ー ダ 緩 笑 液 pH6. 
0 ) で 30 分 処理 し た も の の ブイ ョ ン 1 夜 培養 を 用 い 
て 上 記 と 同様 に 実施 し た . 

ファ ー ジ 液 の 滴下 法 

彼 験 苗 株 を 軟 寒天 で 重層 し た 多数 の 寒天 平板 上 に 
各 フ ァ ー ジ の 10 進 希釈 液 列 を 滴下 する に 際 し て は , 
ik (1981) と 同一 の 同時 に 20 試 料 を 扱い 得る 多 試料 
滴下 装置 を 使用 し た . 
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実験 と 結果 


エル トー ルコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 
の 型 別 用 ファ ー ジ 感受 性 試験 

材料 と 方 法 の 項 で 述べ た よう に し て , エル トー ル 
ュ レ ラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 5 株 に 対す る 共通 の 増殖 用 
歯 株 で ある 757 株 か ら 各 フ ァ ー ジ に 抵抗 性 の 変異 株 
を 分 離し た . それ ら 変 異 株 の プイ ョ ン 1 夜 培養 0.1 
ml を 軟 寒 天 2.5m1l と と も に 重層 し た 寒天 平板 上 に , 
型 別 用 ファ ー ジ の 106PFU/ml か ら 10?PFU/ml に 
至る 10 進 希釈 液 の それ ぞ れ を 滴下 , 1 夜 培養 後に 深 
PREEZe LES LI. 

菌株 757 由来 フ ァ ー ジ 1 抵抗 性 変異 株 : 増殖 用 E 
株 と ファ ー ジ 1 の 希釈 液 を 混和 重層 し て 完全 溶 菌 を 
示し た 平板 に 発育 し て きた 集落 約 40 の うち も 溶 原 化 を 
否定 で きた 9 株 を 抵抗 性 変異 株 と し た . この 9 株 に 
対す る エル トー ル ュ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ の 作用 態 
度 を 示し た の が 表 1 で ある . 目的 と し た ファ ー ジ 1 
に 対し て は , 1 株 (No. 2) が 10 コ 得度 の 感受 性 低 
下 で あっ た の を 除い て , 残る 8 株 は すべ て 完全 抵抗 
性 で あり , これ は ファ ー ジ 5 に 対し て も 全く 同様 で 
あっ た . 検査 し た 9 株 の ファ ー ジ 3 と 4 に 対す る 態 
度 は 全く 親株 と 同じ で あっ た が , ファ ー ジ 2 に 対し 
て は 1 株 (No. 2) が 10 コ 程度 , 2 株 (No. 3,5) 
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と 5 株 (No. 4, 9, 14, 19, 20 2110? 程度 。 1 
株 (No. 13) が 10~? 組 度 の 感受 性 低下 を 示し た -. 
菌株 757 由 来 フ ァ ー ジ 2 抵抗 性 変異 株 : 本 抵抗 性 
変異 株 の 分 離 は 親株 と ファ ー ジ の 混和 重層 で は 成功 
せ ず , 親株 を NTG 処 理 し た も の と の 混和 に よっ て 
獲得 で きた . 表 2 に 示す よう に , 目的 と し た ファ ー 
ジ 2 に 対し て は 3 株 (No. 7, 8, 15) が 弱い な が 
ら 感 受 性 を 残し て いた か が , 残る 7 株 は 完全 抵抗 性 で 
あっ た . ファ ー ジ 1 と 5 に 対し て は 全 10 株 が 完全 抵 
抗 性 を 示し た 一 方 , ファ ー ジ 3 と 4 に 対し て は 株 に 
よる 差 は 認め られ る も の の 親株 と 同 程度 の 感受 性 と 
いえ る 結果 で あっ た . 

菌株 757 由 来 フ ァ ー ジ 3 抵抗 性 変異 株 : 表 3 に 示 
し た 9 株 は NT 処理 親株 由来 で ある が , 9 PROE 
する まで に は 前 項 よ り 和 獲得 頻度 が 低い も ゃ の で あっ 
ria Mn Cd 
し , ファ ー ジ 1, 2, 5 た 対し て は 株 に よっ て 程度 
p o 


Table 1. Sensitivity of Phage 1 resistant mutants 
isolated from Strain 757 to El-Tor 
typing phages 


Phage Phage dilution 


Strain (—log) 
tested 1 2 3 " 5 
2 C C S p — 
da WE. 3B 
9, 13, 14 1 ae s "X a 2 
19, 20 
Control c C C C D 
2 で s P p z 
3, 5 <s Pp s -S 5 
4, 9, 14 P — n 
19, 20 a C dps p 
13 p BO om m m 
Control [o C C D p 
2—20 3 C C C c p 
Control c c c c p 
2—20 4 c C C C S 
Control C c c c s 
2 c c <s Dp 一 
3, 4, 5 
9, 13, 14 5 — z= — E = 
19;. 29 
Control c C c <s P 


c: confluent lysis, s: semiconfluent lysis <s: 
sub-semiconfluent lysis, p: plaque formation 
Remarks are also effective to Tables 2— 12. 
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Table 2. Sensitivity of Phage 2 resistant mutants 
isolated from Strain 757 to El-Tor 
typing phages 


Phage dilution 
Strain rue (一 log) 
Este 1 2 3 4 
1—15 i 
Control C c s «s p 
1, 2, 3 
5, 6, 12 ES! £u ER. fuse d 
13 2 
7, 8, 15 p D ams m I 
Control c c c «s — 
1, 13 C c s <8 P 
2, 3, 12 c c c s <s 
2: 5 3 c [o C C S 
15 c C C s P 
Control C c c C s 
1 C C S I" P 
25. 123. 13 C C s «8 P 
Control c c C c S 
1—15 5 ー — 一 ーー — 
Control c c c c 8 


残る ファ ー ジ 4 の 場合 は 1 株 (No. 3 ) は 完全 抵抗 
性 を 示し た が 残る 8 株 で は 10~? 程度 の 感受 性 低下 
が 認め られ た . 

菌株 757 由 来 フ ァ ー ジ 4 抵抗 性 変異 株 : 本 抵抗 性 
変異 株 も NTG 処 理 親 株 の 使用 に よっ て 分 離 で きた 
A 表 4 に 示し た 10 株 に 達する まで に は 最も 長期 間 
を 必要 と し た . この 場合 目的 ファ ー ジ 4 の ほか ファ 
ー ジ 1 , 2, 5 に も 全 株 が 完全 抵抗 性 で あっ た . 残 
る ファ ー ジ 3 所 対し て は 2 株 (No. 9, 16) が 完全 
抵抗 人 性, 3 株 (No. 1, 4, 20) (x10 fgg o üt 
性 低下 を 示 し た が , 残る 5 株 に つい て は 10~! の 感受 
性 低下 と みる か 親株 に 近い と みな すか , その 判定 は 
WITT. 

菌株 757 由 来 フ ァ ー ジ 5 抵抗 性 変異 株 : 表 5 に 示 
し た 9 株 は ファ ー ジ 1 抵抗 性 変異 株 と 同様 に , 親株 
と ファ ー ジ の 混和 後に 得 た 約 40 集 落 の うち か ら 溶 原 
性 を 否定 で きた も の で あっ た . 目的 と し た ファ ー ジ 
5 に 対し て は 2 株 (No. 6, D が 弱い 感受 性 も 残 
し て いた ほか は 完全 抵抗 性 で あり , ファ ー ジ 1 に 対 
し て は 全 株 完全 抵抗 性 を 示し た . 一 方 ファ ー ジ 3, 
4 に 対し て は 親株 と 同 程度 の 感受 人 性 を 認め た が , フ 


Table 3. Sensitivity of Phage 3 resistant mutants 
isolated from Strain 757 to El-Tor 
typing phages 


Phage dilution 
Strain EUR (一 log) 
1 2 3 4 5 
AE WE MM NS E 
3 1 c 8 <s P p 
6, 13 c C c C S 
Control c c c <s p 
1, 3 C C s p p 
4 c C C D D 
5, 6 2 C C C 8 s 
9, 13 c C c s P 
11, 12 c c s «S p 
Control c c C p p 
1—13 3 — — — — — 
Control c c c <s p 
1 g Pi Elm De 
3 EN SEN = EN ET 
4, 5, 9 e Rz 
11, 12, 13  "* PM ME 
|| 6 s <s P = — 
Control c c <s p p 
l, 4, 5 
9, 11, 12 C C C S p 
13 5 
3 c c s <s p 
6 c c c s <s 
Control c c c <s p 


Table 4. Sensitivity of Phage 4 resistant mutants 
isolated from Strain 757 to El-Tor 


typing phages 


Phage dilution 
i Phage 

Strain (—log) 
tested 1 2 3 4 5 
1—20 i "m 
Control c c c <s p 
1—20 2 — = = = — 
Control c c c p p 
1, 4 c ー = 一 一 
UE € SS poc 
9, 16 ^ XX 
20 s «s DP 一 一 
Control c c c <s p 
1—20 i "n 
Control c c <s p p 

1—20 E 

Control j c c c «s P 


Table 5. Sensitivity of Phage 5 resistant mutants 
isolated from Strain 757 to El-Tor 


typing phages 


Phage dilution 
Strain Mn (一 og) 
1 2 3 4 5 
5 一 19 1 
Control c c C C p 
5, 6。 10 <s P P wem > 
16, 19 
7, 12, 14 2 <s p = E aa 
17 
Control C C C p p 
5, 6, 7 
10, 12, 14 WEE NEUE NE. 
16 3 [o C C c p 
17, 19 C c C s P 
Control C C C C S 
5, 6, 7 
12, 17, 19 A I 
10, 14 4 C C C C P 
16 C C C S — 
Control C C C c p 
5, 10, 12 
14, 16, 17 
19 9 
6, T P 
Control c 


c c <s P 


ァ ー ジ 2 の 場合 は 10~? 程度 に 感受 性 が 低下 し て い 
TS. 

クラ シッ クコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 
の 型 別 用 ファ ー ジ 感受 性 試験 

クラ シッ ク ュ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 4 株 の 共通 増 
起用 菌株 で ある 154 株 , お よび 有 H218 株 か ら 各 フ ァ 
ジ 抵 抗 性 変異 株 の 分 離 を 試み た . TEETE RRO T 
イ ョ ン 1 夜 塔 養 0.1ml を 軟 寒天 2.5ml と と も に 重層 
た 寒天 平板 上 に , 型 別 用 ファ ー ジ の 10PFU/ml 
か ら 10*PFU/ml に 至る 10 進 希釈 液 の それ ぞ れ を 滴 
下 , 1 夜 培養 後に 溶 菌 班 を 観察 し た 

菌株 154 由 来 フ ァ ー ジ | 抵抗 性 変異 株 : NTG 処 
理 親株 と ファ ー ジ の 混和 を 3 回 に 分 け て 行い , 表 6 
に 示し た 8 株 が 分 離 で きた . 目的 と し た ファ ー ジ 
に 対し て は 全 株 完全 抵抗 性 を 示し , No. 9, 11, 
13, 16 の 4 株 は 同時 に ファ ー ジ 1, W, Mexi 
も 完全 抵抗 性 で あっ た . 残る 4 株 は ファ ー ジ HH, M 
に 対 し て 親株 と 同様 の 感受 性 を , ファ ー ジ 』 の 場合 
程度 の 差 は ある も の の 親株 と ほほ 同 程度 の 感受 性 を 
保持 し て いた . 


NEL 
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菌株 154 由 来 フ ァ ー ジ 『 抵抗 性 変異 株 : 前 項 と 同 
様 に 行っ て 分 離し 得 た 5 株 に つい て の 成績 を 示 し た 
の が 表 7 で ある . 目的 ファ ー ジ と 同時 に ファ ー ジ 
B, 上 W に 対し て も 完全 抵抗 性 と な る 一 方 , ファ ー ジ 
| に 対し て は 親株 に 近い 感受 性 を 保持 し て いた . 
菌株 154 由来 ファ ー ジ また は 『V 抵抗 性 変異 株 : 
標記 2 種 の 抵抗 性 変異 株 に つい て は 10 数 回 に わた っ 
て 反復 し た が , 溶 原 化 株 の 検出 は あっ た も の の 目的 


Table 6. Sensitivity of Phage I resistant mutants 
isolated from Strain 154 to classic 


typing phages 


Phage dilution 


. Phage 
Strain (—log) 
tested 1 2 3 4 5 
Control C c C S S 
5 c C 8 P p 
8 C c s «S — 
9, 11, 13 1 
16 
12, 19 c c s «s p 
Control C C c c 8 
i 8, 12 c c s <s p 
9, 11, 13 Ti 
16 
Control C C s <s p 
8, 12 " " å sud 
9, 11, 13 V 
16 


Control € C C 


s «8 


Table 7. Sensitivity of Phage I resistant mutants 
isolated from Strain 154 to classic 
typing phages 


Phage dilution 
Strain pe (—log) 

S jp Oeo 5 

2 e C s «S p 

12, 17, 29 | re s «8 p E 

16 e S «8 p p 

Control C C S «sS P 
2—20 i 

Control c c c 8 «s 

Control C c s <8 p 
2—20 W 


Control 
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株 の 分 離 は 不 成 功 に 終っ た . 

菌株 H218 由来 ファ ー ジ | 抵抗 性 変異 株 : 時 期 を 
異 に し て 分 離 で きた 8 株 と 10 株 の 成績 を 表 8 に 示 し 
た . 8 株 No. 2—18) は 目的 ファ ー ジ 1 のみ に 完 
全 抵 抗 性 を 示し て , ファ ー ジ 1 , WB IW へ の 感受 性 
は 親株 と 同 程度 に 保持 し て いた. 一 方 10 株 No. 
20—29) は 全 フ ァ ー ジ に 抵抗 性 を 示 し た . 

菌株 H218 由来 ファ ー ジ DU V 抵抗 性 変異 
株 : それ ぞ れ ね 分離 で きた 10 株 ずつ を 試験 し た が , 表 
9 一 11 に 示 し た よう に 全 フ ァ ー ジ に 完全 抵抗 性 と な 


ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 の 性 状 試験 

上 述 の ファ ー ジ 感受 性 試験 終了 後に , 菌株 757 由 
来 フ ァ ー ジ 抵抗 性 変異 株 47 株 と H218 由 来 抵抗 性 変 
異 株 の うち 38 株 と 対照 と し て の 各 親 株 に つい て 血清 


Table 8. Sensitivity of Phage I resistant mutants 
isolated from Strain H-218 to classic 
typing phages 


Phage dilution 
: Phage 
Strain (—log) 
tested 1 2 3 5 
2, 3, 4 
5, 6, 12 ー = 一 一 一 
13, 18 | 
20—29 ー - 一 一 一 
Control c s <s p p 
2—18 C c c s <s 
20—29 I, H Bedin = 
Control c c c s <s 
2—18 c c c C «s 
20—29 MM ー = = ーー — 
Control c c c c <s 


Table 9. Sensitivity of Phage II resistant mutants 
isolated from Strain H-218 to classic 
typing phages 


Phage dilution 
Strain im (— log) 
1 2 3 4 5 
Control c s «S p p 
Control 2 c c c s <s 
1 一 10 y — = = ーー 一 
Control c C C c <s 


型 と 生物 学 的 性 状 を 試験 し た . 試験 し た の は クリ グ 
ラー 培地 , S IMi, V P 半 流動 培地 , シモ ンズ 
クエ ン 酸 培地 で の 各 性 状 . リジン ・ オ ル ニ チ ン ・ ア プア 
ル ギ ニ ン の 脱 炭 酸 , アラ ビ ノ ー ス ・ イ ノシ ッ ト の 分 
解 性, カタ ラー ゼ ・ オ キシ ダー で ゼ 試 験 , ポリ ミキ シ 
ン B・ フ ァ ー ジ WW に 対す る 感受 性 で あっ た . 

菌株 757 由来 ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 : 試験 し た 性 
状 の うち VP 反 応 と ポ り ミキ シン B に 対す る 態度 を 
除い て は , ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 は 親株 と 同じ 性 状 
を 示し た . VP 反応 が 親株 と 異な っ て 陰性 を 示し た 
の は 757/1 の No. 3, 13, 14, 19 の 4 株 , ポリ ミキ 
シン に 対す る 態度 が 親株 と 異な っ て 感受 性 を 示し た 
の は 757/1 の No. 3, 9, 13, 19, 757/2 の No. 1, 
2, 3, 5, 757/30» No. 3, 13, 757/40» No. 3, 
9, 12, 16 で あっ た . 

菌株 H218 由来 ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 : 血清 型 , 
VP 反 応 。 ポ リ ミ キ シン B と ファ ー ジ I に 対す る 態 


Table 10. Sensitivity of Phage III resistant 
mutants isolated from Strain H-218 
to classic typing phages 


Phage dilution 
Strain Der (一 log) 
1 2 3 

Control C s «s P p 

1—10 no Sr M = = 
Control , c c c s <s 

EST N Ei m a uito gm 
Control c c c c <s 


Table 11. Sensitivity of Phage IV :esistant 
mutants isolated from Strain H-218 
to classic typing phages 


Phage dilution 

Strain Phase (—log) 
1 2 3 4 5 
1—10 | IS 
Control C s <s p p 
1—10 1 ius qmm via が 
Control C c c s <s 
1—10 " Pu e a 
Control C C S «8 p 
1—10 y = 
Control C C c € <s 


度 以外 は 親株 と 同一 性 状 で あっ た . この 場合 H218/ 
[の No. 2—18 (8 株 ) を 除き すべ て 血清 型 が 小 
川 型 と な っ て いた . VP 反応 は 有 H218/ I £ H218/ W 
の 全 株 お よび H218/W の No. 1, 4, 5, 6, 7, 9, 
10 と 大 多数 が 陽性 に 変化 し て いた . ポリ ミキ シン B 
感受 性 は H218/ | の No. 2—18 (8 Ej) Ł H218/ N 
の No. 2 以外 は 耐性 化 , ファ ー ジ 感受 性 は H218/ 
1 の 全 株 を 除い て 酔 性 化し て いた . 


考 察 


緒言 に 述べ た よう に , クラ シッ クラ レラ 菌 の 型 別 
用 フェー ジ (Mukerjee, 1963; Mukerjee e£ al., 
1963) と その 増殖 用 菌株 お よび エル トー トコ レラ 菌 
型 別 用 ファ ー ジ (Basu and Mukerjee, 1968) と 
その 増殖 用 菌株 を 入手 し , その 分 離 コ レラ 菌 へ の 応 
用 に 対応 し 得る 準備 は 終っ た . この 機会 に , 各 グ ル 
ー プ の ファ ー ジ に は それ ぞ れ に 共通 し た 増殖 用 菌株 
が 使用 され て いる こと か ら , 同 株 より 各 フ ァ ー ジ 抵 
抗 性 変異 株 を 分 離 , それ ら の 型 別 用 ファ ー ジ に 対す 
る 感受 性 を 精査 し た の が 本 報 で ある . 以下 各 グ ルー 
プ フ ァ ー ジ 間 の レセ プター 面 か ら み た 異同 に つき 考 
察 を 加え る . 

当 殖 用 菌株 757 由 来 の エル トー ルコ レラ 菌 型 別 用 
ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 に つい て 得 ら れ た 表 1 一 5 の 
成績 を , 各 変 異 株 の 各 フ ァ ー ジ に 対す る 成績 が 不 一 
致 の 場合 多数 株 の 示す 態度 で 代表 させ る 方 針 で 以下 
(に まとめ て みる . 

表 1 の 757/1 の 場合 は , 同時 に ファ ー ジ 5 に 対し 
て も 抵抗 性 と な る と と も に ファ ー ジ 2 へ の 感受 性 低 
下 が み られ , ファ ー ジ 3 と 4 に 対す る 感受 性 は 保持 
し て いる . 表 2 の 757/2 で は , 同時 に ファ ー ジ 1 と 

5 へ も 抵抗 性 と た なり , ファ ー ジ 3 と 4 に は 和 無 変化 で 
ある . 表 3 の 757/3 に お いて は ファ ー ジ 4 へ の 感受 
性 低下 が ある の み で , ファ ー ジ 1, 2, 5 に 対し て 
は 感受 性 を 保持 し て いる . 表 4 に 示さ れ た 757/4 は 
同時 に ファ ー ジ 1, 2, 5 に も 抵抗 性 を 示す と と も 
に , ファ ー ジ 3 に 対す る 感受 性 低下 が ある . 表 5 の 
757/5 で は , 757/1 と 同じ し く フ ァ ー ジ 1 に 対す る 抵抗 
性 化 と ファ ー ジ 2 へ の 感受 性 低下 が ある . 以上 の 関 
承 を まとめ る と 表 12 の よう に な る . これ か ら 増 殖 用 
菌株 757 の レセ プター の 状態 を 推論 する と , 図 1 の 
よう な 配列 が 考え られ , 757/1 ま た は 757/5 の 場合 に 
ファ ー ジ 2 へ の 感受 性 低下 は 同時 に 脱落 する も の が 
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Table 12. Summary for sensitivity of phage 
resistant mutants from Strain 757 to 
El-Tor typing phages 


Mutant 1 pues 5 
757/1 — 4 + l 
757/2 = = + ー 
757/3 He H — t H 
757/4 m: = F = = 
757/5 -— + 4 +H — 


+: The same sensitivity as Strain 757, +: less 
sensitivity than Strain 757, —: no sensitivity. 


1,5 —— 2 ( 
| (Ce11) 757 


4 メー 一 一 3 ——( 
2 ps EE 757/1 
(Ce11) 
3 ( 757/5 
( 
B (Ce11) 757/2 
4 —— 3 ——( 


1,5——2 ( 
R (Cell) 757/3 


4 ーーーーー 


( 
。 (Qe) 757/4 
aper 


Fig. 1. Possible explanation for the receptor. 
x: Not completely cut off. 


ある と すれ ば 理解 され , 757/2 の 際 に は それ が た なく, 
757/3 の 場合 や や 複雑 な が ら 理 解 さ れる も の と 考え 

られ る . 表 12 を ファ ー ジ 側 か ら み る と , ファ ー ジ 1 
と 5 は 同一 ファー ジ で な い に し て も 極め て 近 継 で あ 
り レ セプター を 共通 に し て いる 可能 性 が うか が われ 
5. ファ ー ジ 1 また は 5, 2, 3, 4 は それ ぞ れ 独 
立 性 の ある ファ ー ジ と み ら れ た ・ 

増 将 用 菌株 154 由 来 の クラ シッ ク a VARN 
ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 に つい て は 目的 と する 4 ファ 
ー ジ の うち ファ ー ジ 1, に つい て の み 抵 抗 株 が 得 
られ た . 154/1 の 8 株 ( 表 6) は 目的 ファ ー ジ Í, 
W, に 対し て は それ ぞ れ 同じ 4 株 ずつ が 完全 抵抗 
性 また は 親株 と 同一 また は ほほ 同じ 感受 性 を 示し て 
いる . 表 7 の 154/ 1 の 4 株 は 同時 た に ファ ー ジ MV 


ug 
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に も 抵抗 性 を 示し , ファ ー ジ 1 に 対し て の み 感 受 性 
を 残し て いる . と の 結果 は ファ ー ジ f, NB, Wi 
d $ ww A—0HSEXIS37.-—704G1mÁt 
を 示す も の と も み ら れ る . 

増殖 用 菌株 H218 由 来 の クラ シッ ク ュ レ ラ 菌 型 別 
用 ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 は , 18 株 を 供 試 し た 日 218/ 
| が 分 離 時 期 に よっ て ファ ー ジ 1「 の み に ま た は 4 種 
の ファ ー ジ に 抵抗 性 を 示し た ほか は , H218/], 
H218/ M, H218/ NV で は 全 株 が 他 フ ァ ー ジ に も 抵抗 
性 で ある . この 成績 は 前 記 菌 株 154 由 来 変異 株 の 場 
合 と 同様 に , ファ ー ジ 『, MIV に 対す る レセ プ タ 
-DIME X Iz 37 y —704 9k 5 Endo 
る も ゎ もの で ある . 

つい で 最終 的 に 試験 し た 血清 型 と 生物 学 的 性 状 に 
つい て 考察 を 試み る . 菌株 757 由 来 エ ルト ー ル ュ レ 
ラ 菌 抵抗 性 変異 株 は ポリ ミキ シン B へ の 感受 性 化 が 
14 株 に , VP 反 応 ヶ 陰性 化 が 4 株 に み ら れ , 共に 変 
化し た も の は 1 株 の み で , その 相互 問 に 関係 は み ら 
れず , また 表 1 一 5 に 示し た 型 別 用 ファ ー ジ 感受 性 
と の 間 に も 関連 性 は 認め られ な い . —J AH218 
由来 の クラ シッ クコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 抵抗 性 変 
異 株 の 場合 は , 表 8 に お いて ファ ー ジ I, WW 
の 感受 性 を 保持 し て いた 8 株 の み は 親 株 と 同じ で あ 
っ た が , 表 9 一 11 に 示 し た 株 は すべ て 血清 型 が 小川 
型 と な る と と も に , ポリ ミキ シン お よび ファ ー ジ FM 
と 抵抗 性 と な り , 3 株 (H218/W の No. 2, 3, 8) 
を 除い て は V 反応 も 陽性 化し て いた . この 変化 し 
た 結果 を 現在 の クラ シッ ク と エル トー ルコ レラ 菌 の 
鑑別 基準 に あて は め る と , これ ら の 株 は エル トー ル 
zTBUEAM AS450L/0, 血清 型 ま で も 変化 
し て いる も の と な る . し か し 親株 で ある HH218 は 明 
ら か に クラ シッ ク 稲 葉 型 で ある の で 理解 に 苦し な も 
の で ある . 本 成績 か ら フ ァ ー ジ 耐性 化 が 同時 に ポリ 
ミキ ン ン B 面 性 化 と VP 反 応 と 了 基 性 化 を 来 し 易い も 
の と み ら れ る の で , 若 し こ の 様 な 変化 が 自然 界 で 起 
り 得る も ぁ の と すれ ば , エル トー ル ュ レラ 菌 が 現 コ レ 
ラ 流行 の 主体 を な す に 至っ た 原因 > 一 端 を うか が わ 
せる も の か と も いえ る . し か し そ と の 考 を 進め る に は 
クラ ン シ ッ ク , エル トール 鑑別 に 利用 され る その 他 の 
性 状 ) さら に ポリ ミキ シン 明 同 性 化 ま た は VP 反応 
の 陽性 化 に 伴う ファ ー ジ 抵抗 性 と 変化 を 精査 する 必 
要 が ある . 


zh 
"na un 


エル トー ルコ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 5 種 と クラ ン 
ッ ク コ レラ 菌 型 別 用 ファ ー ジ 4 種 お よび それ ぞ れ に 
対す る 共通 の 増 殆 用 菌株 より ファ ー ジ 抵抗 性 変異 株 
を 分 離 , それ ら の 該当 型 別 用 ファ ー ジ に 対す る 感受 
性 お ょ よび 血清 型 と 生物 学 的 性 状 を 試験 し て 以下 の 結 
果 を 得 た . 

1D ェ ルト ー ル 系 菌株 757 か ら は , ファ ー ジ 1 また 
は 5 に 対す る 抵抗 株 が 親株 と ファ ー ジ の 混和 で それ 
ぞ れ 9 株 , ファー ジ 2, 3, 4 に 対し て は 親株 の 
NTG 処 理 で 10, 9, 10 株 分 離 で きた . 

2)757/1 は ファ ー ジ 5 抵抗 性 と 対 フ ァ ー ジ 2 感受 
性 低下 , 757/2 は ファ ー ジ 1 と 5 所 抵抗 性 と ファ ー 
ジ 2 へ の 感受 性 低下 , 757/3 は 対 フ ァ ー ジ 4 感受 性 
低下 。 757/4 は ファ ー ジ 1, 2, 5 へ の 抵抗 性 と フ 
ァ ー ジ 3 へ の 感受 性 低下 , 757/5 は ファ ー ジ 1 へ の 
抵抗 性 と 対 フ ァ ー ジ 2 感受 性 低下 が あっ た . 

3 以上 の 成績 か ら 菌 株 757 の ファ ー ジ レセ プター 
と ファ ー ジ 抵抗 性 と 感受 性 低下 に 考察 を 加え , ファ 
—0714&5oifWke gi 5n uc. 

42 う クラ シッ ク 系 で は , 菌株 154 の 場合 NTG 処 理 
で ファ ー ジ | また は 上 に 抵抗 性 の それ ぞ れ 8 株 と 4 
株 が 分 離 で き , ファ ー ジ また は 【 抵 抗 株 は 分 離 で 
き な か っ た . 

5)154/1 の うち 4 株 は 残る 3 ファー ジ へ も 抵抗 性 
で あり , 残る 4 株 は 3 ファ ー ジ へ 感受 性 を 示 し , 
154/ 1 は ファ ー ジ 四 。 IW へ も る 抵抗 性 で あっ た . 

6) ク ラシック 系 菌株 日 218 で は , 是 218/ | の 8 株 と 
10 株 は , ファ ー ジ Il, WW に 対し て それ ぞ れ 感受 
性 と 抵抗 性 を 示し , 108k3 00 H218/ 1, H218/ ll 
HH218/W は すべ て 全 フ ァ ー ジ 抵抗 性 と な っ て いた . 

の 菌株 757 由 来 抵抗 株 の 生物 学 的 性 状 は 親株 と 一 
致す る 場合 が 多く , 例外 は VP 反応 で 4 株 , ポリ ミ 
キン シン B14 株 に み ら れ た . 

BER H218HIETCEUER O 835603: H218/ | の 8 株 
以外 は 血清 型 が 小川 と 変り , VP 反応 は 有 HH218/ ] & 
Fk H218/W の 3 株 を 除く 27 株 ,、 ポリ ミキ シン B 感 
SEE H218/ | fk & H218/W o 1 株 以外 29 株 , 7 
ァ ー ジ 感受 性 は H218/ | を 除く 30 株 で 親株 と 異 っ 
て いた だ た. 

9 前 記 是 218 由 来 株 と 性 状 変動 は クラ ン ッ ク と エ 
ルト ー ル の 鑑別 に 係る 性 状 変 化 で あり , 今後 の 問題 
点 と し て 提起 し た . 
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稿 を 終わ る に 当たり , 終始 御 表 切な る 御 指導 と 御 校 関 を 賜わり まし た 当 部 門 内 藤 達 郎 教授 に 深 
甚 の 謝意 を 捧げ ます . また 実験 た に際し て 件 協力 いた だ いた 教室 員 各 位 に 謝意 を 表し ます . 
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